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INTRODUCCION

En la actualidad uno de los principales problemas generados por la creciente
actividad antropogeénica es la contaminacion ambiental, la cual se ha generalizado a nivel
mundial. El aire, el agua y el suelo presentan un gran deterioro y su recuperacion se torna
dificil no solo por el tipo de contaminante, sino también por las concentraciones en las que
estos se encuentran. Uno de los problemas méas grandes es el gran volumen de aguas
residuales que se generan debido a las actividades tanto domésticas como industriales.
Debido a que no se tienen un control en la eliminacion del agua residual, esta es vertida

indiscriminadamente en los rios, mares y lagos.

La actividad de la industria alcoholera-azucarera tiene un gran impacto en la
economia de cualquier pais en desarrollo. Si bien la produccion de alcohol es esencial para
la economia, también puede convertirse en uno de los aspectos mas problematicos debido a
la generacion de desechos con alto impacto ambiental y a la disposicion final que se les
debe dar.

Los ecosistemas receptores de este tipo de residuos se ven alterados
significativamente de forma negativa y el impacto ambiental generado a partir de este tipo
de descargas esta directamente relacionado con factores bioticos y abidticos, la toxicidad y

biodegradabilidad de los compuestos que integran este tipo de residuos.

El proceso de biodegradacion es uno de los factores clave en la reduccion, a largo
plazo, del impacto ambiental generado por los residuos. En la actualidad, la degradacion de
muchos compuestos contaminantes presentes en la naturaleza, se ha realizado empleando
metodologias de tipo biolégico usando una gran variedad de microorganismos para la
obtencion de agua de buena calidad que pueda ser descargada al medio ambiente
(Akarsubasi et al., 2005); estos microorganismos cuentan con enzimas que estan
codificadas en diferentes genes y/o plasmidos que les permiten degradar una gran variedad
de compuestos (Green y Trett, 1989; Top et al., 1998; Masahito et al., 2000; Dinkla et al.,
2001; Jae-Chang y Sang-Jung, 2001). Los plasmidos, bajo ciertas circunstancias, confieren

la capacidad para degradar moléculas organicas recalcitrantes (Summers, 1996)



permitiendo que las poblaciones microbianas logren una adaptacion, sobreviviendo bajo

presion selectiva (Del Solar et al., 1998).

La biodegradacion es el proceso en el cual los microorganismos descomponen la
materia organica natural o sintética en moléculas méas simples. Esto es el resultado de la
asimilacion y metabolizacion de los compuestos organicos. Desafortunadamente, la
persistencia y la accion antimicrobiana de ciertos compuestos dificultan la supervivencia de
la mayoria de los microorganismos encontrados originalmente en el ambiente afectado.
Debido a esto, solo los microorganismos que cuenten con la capacidad de tolerar la

existencia de estas sustancias son capaces de sobrevivir.

Uno de los aspectos mas importantes es la microbiologia ambiental es el analisis de
las comunidades microbianas, asi como la identificacion de los microorganismos que las
componen. En el caso de los procesos de biodegradacion, la identificacion de las especies
microbianas y el estudio de la capacidad de biodegradacion de estas especies, permite
explorar el potencial de las cepas sobre la degradacion de diferentes compuestos, tales

como la vinaza.

Debido a que las vinazas no son muy comunes, son escasos los reportes sobre los
procesos de degradacion que se llevan a cabo, los microorganismos involucrados y las rutas
metabdlicas implicadas y aunado a la problematica que representa su manejo y la
disposicion final de las mismas, el presente trabajo tiene como finalidad ampliar y
complementar la informacion referente a la biodegradacion de la vinaza, asi como la de
evaluar la capacidad de biodegradacion de B. licheniformis y P. stutzeri, con el objetivo de
determinar su aplicabilidad en sistemas de tratamiento de aguas residuales.



RESUMEN

La vinaza es un producto de desecho generado por la industria alcoholera-azucarera,
el cual se obtiene después del proceso de fermentacion para la obtencion de alcohol etilico.
Se sabe que son susceptibles a ser degradadas mediante un proceso aerobio al ser tratadas
mediante un sistema de lodos activados. Las cepas de Bacillus licheniformis y
Pseudomonas stutzeri empleadas en este proyecto fueron aisladas y tipificadas en un
trabajo previo (Salamanca, 2003) en cual se determind su capacidad para degradar

compuestos residuales provenientes de la industria del petréleo.

El presente trabajo se enfoca en determinar la capacidad de las cepas para degradar
compuestos distintos a los provenientes de la industria petrolera, como es la vinaza, que
tienen un impacto negativo en los ecosistemas, asi como también evaluar la versatilidad de

su metabolismo para su aplicacion en el tratamiento de aguas residuales.

Para la determinacion de la capacidad biodegradadora de las cepas de B.
licheniformis y P. stutzeri se empleo vinaza diluida a diferentes concentraciones (V/V) y la
degradacion de las cepas se midié en términos de la disminucion de la Demanda Quimica

de Oxigeno (DQO), empleando la cepas puras y una mezcla de ambas.

De las pruebas realizadas se determind que ambas cepas tienen la capacidad de
degradar la vinaza, la dilucién a la cual se presenta una mayor disminucion de la DQO es
25 % en ambas cepas. Al emplear la cepa de P. stutzeri se obtiene una mayor disminucién

de DQO con un porcentaje de remocion de aproximadamente el 90 % a un pH de 7.

Asimismo, se determind mediante pruebas de toxicidad aguda, empleando semillas
de lechuga (Lactuca sativa L), que la vinaza es toxica cuando son empleadas como agua de
riego en este tipo de hortalizas, debido a que inhiben por completo el desarrollo de las
semillas y esta caracteristica de las vinazas no se afecto cuando fueron tratadas con las
cepas en estudio, es decir, la toxicidad no disminuyd en ninguno de los tratamientos

aplicados.



2. ANTECEDENTES

Desde sus inicios en Meéxico, la agroindustria azucarera, ha estado ligada al
desarrollo del pais gracias a su amplia red de relaciones humanas, agricolas, industriales y a
sus innumerables implicaciones internas y externas, participando en los grandes problemas
nacionales. Sin embargo, en sus inicios esta industria no previé el aprovechamiento integral
de la cafia de azucar, generando subproductos contaminantes para el ambiente al
desecharlos sin tratamiento y quedando desaprovechados en su mayoria (Jiménez et al,

1995), contribuyendo asi a la contaminacion de suelo y agua del pais.

Actualmente en México existen 58 ingenios azucareros distribuidos principalmente
en los estados de Campeche, Chiapas, Colima, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Tamaulipas y Veracruz

(Camara Azucarera, 2007).

Durante su desarrollo esta industria ha enfrentado retos tecnoldgicos, que la han
Ilevado a diversificar los productos derivados del procesamiento de la cafia de aztcar. Uno
de estos subproductos son las mieles incristalizables denominadas melaza, que pueden ser
utilizadas como fuente energética en la alimentacion de animales poligastricos o como
sustrato para la produccion de alcohol etilico y otros insumos de caracter biotecnoldgico
(Jiménez et al, 1995). Esto ha llevado a muchos ingenios azucareros a contar con su propia
destileria a la cual es canalizada la melaza para tener una subsecuente produccién de

alcohol.

Sin embargo, la produccion de alcohol etilico representa un problema, esto es, la
generacion de grandes volumenes de aguas residuales con caracteristicas agresivas para el
ambiente, las cuales en la mayoria de los casos son vertidas en el suelo como agua de riego
sin un tratamiento previo sin considerar las repercusiones sobre los ecosistemas (VIyssides
etal., 1997; Cortez et al., 1997; Jiménez et al., 1995).

Asimismo se ha incrementado la atencion hacia la mejora de la tecnologia tanto por
rentabilidad como por cuestiones sociales y ecolégicas, de tal manera que los desechos
originados puedan convertirse en subproductos con cierto valor econdémico y a la vez evitar

el impacto que ocasionaria su incorrecta disposicion. De las alternativas que ha tomado la



industria azucarera para el aprovechamiento de sus subproductos es la produccién de

etanol.
2.1. Generacion de vinaza

En la figura 1, se muestra el diagrama general del proceso de obtencion de alcohol
etilico a partir de cafia de azucar. Actualmente, del total de los ingenios que se encuentran
en el pais, el 52 % de ellos cuenta con una destileria, donde dicho producto se genera a
partir de la fermentacion de la melaza proveniente del proceso de obtencion de azlcar. La
melaza es un subproducto espeso y oscuro, constituido principalmente de sacarosa,
azucares reductores, monosacaridos, ademas de impurezas que no se pudieron separar de la

cachaza o jugo de cafa (Garcia et al., 2001, Sangave y Pandit, 2006).
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Figura 1. Diagrama general del proceso de obtencién de alcohol etilico a partir de cafia de azlcar.



Durante el proceso de fermentacion, las levaduras necesitan una cantidad de
sacarosa tal que no exceda la formacién de etanol del 10 % en volumen, ya que una
cantidad superior a este valor inhibe las funciones de las levaduras, ademas de que

cualquier forma de sacarosa excedente no es metabolizada.

Por lo anterior, la melaza (con un contenido aproximado de 30 — 50 % de azucares
fermentables) debe ser diluida (Jiménez et al., 1995; Garcia et al., 2001; Sangave y Pandit,
2006). Para la dilucién se requieren grandes volimenes de agua potable hasta alcanzar la
concentracion Optima de sacarosa; el agua se obtiene de pozos y rios cercanos a los
ingenios. Ademas de la melaza, se agregan factores de crecimiento y a esta mezcla de le
denomina “mosto” y es preparada en grandes tanques de fermentacion, como se muestra en

la figura 2.

Figura 2. Mosto en el tanque de fermentacion.

Una vez que se tienen las condiciones éptimas del medio de cultivo (concentracion
de sustrato y temperatura), se procede a la inoculacién de los tanques de fermentacion
empleando levaduras previamente propagadas en un tanque de indculo. Los tanques son
inoculados con el 10 % del volumen total de los tanques de fermentacion.

Después de la inoculacion e iniciada la fermentacion, se monitorea el consumo de la

sacarosa midiendo la disminucién de los grados Brix del mosto, lo cual proporciona una



idea del consumo de los azUcares por parte de las levaduras. Una vez que se ha alcanzado
una concentracion menor al 10 % de la concentracion inicial, la fermentacion se detiene y

la mezcla es procesada en la torre de destilacion (figura 3).

Figura 3. Torre de destilacion.

El proceso de destilacion consiste en hacer pasar la mezcla proveniente de los
tanques de fermentacion (agua, levaduras, azucares no fermentados y alcohol) a través de
una torre de destilacion. La mezcla se introduce por la parte superior de la torre, baja por
gravedad pasando por cada uno de los platos de la torre; simultdneamente se inyecta vapor
por la parte inferior de la torre y entra en contacto con la mezcla. La diferencia de los
puntos de ebullicion del agua y del alcohol hace que el segundo se separe de la mezcla y es
recolectado previa condensacion en otro tanque para su posterior rectificacion y
condensacion. El residuo que se obtiene después de la destilacion se recupera en la parte

inferior de la torre de destilacion (figura 4). Este residuo es denominado vinaza.



Figura 4. Imagen de la vinaza justo después de salir de la torre de destilacion.

La vinaza sale a una temperatura superior a los 100 °C por lo que debe ser enfriada

y posteriormente almacenada en tanques para su disposicion final.

Las vinazas tienen caracteristicas muy agresivas, presentan un color pardo obscuro
con alto contenido de sélidos, pH con un valor aproximado de 4, altas concentraciones de
materia orgénica, presencia de sustancias toxicas (fenoles, acido gélico, entre otros) y
generalmente son empleadas como agua de riego en los campos de cafia sin tratamiento
previo y sin considerar el impacto ecolégico y las consecuencias en el deterioro de los

ecosistemas (Cortez et al., 1997).

La problemética de la industria azucarera y en particular de las destilerias, es la
generacion de grandes volimenes de vinaza, las cuales son generadas en una proporcion de
15-20 litro de vinaza por cada litro de alcohol destilado. (Jiménez et a.l, 1995; Cortez et al,
1997; Pandiyan et al., 1999; Decloux et al., 2002; Nuissier et al., 2002).

En la actualidad uno de los principales temas es la generacién de biocombustibles.
Uno de estos es el etanol, con el cual se busca disminuir el consumo de combustibles
fosiles contribuyendo a disminuir el impacto que estos tienen sobre el ambiente. Si este tipo
de proyectos es llevado a cabo, la produccion de etanol crecerd y aunado a este crecimiento,

también crecera la generacién de subproductos contaminantes, como son la vinaza.



La vinaza contiene principalmente agua y en disolucion los productos metabdlicos
de Saccharomices cerevisiae y otros microorganismos presentes en los tanques de
fermentacion después de usar los azlcares remanentes de la melaza. La materia organica
esta constituida generalmente de levadura muerta, materia soluble no fermentable del jugo
de cafia con un alto contenido de sélidos totales y un pH que varia entre 3 y 5 (Jiménez et
al., 1995; Decloux et al., 2002). Sin embargo, su composicion varia de acuerdo a la materia
prima empleada y al proceso, entre una destileria y otra, y en menor grado, entre dia y dia
de la zafra y entre zafras (Garcia et al., 1997; Sangave y Pandit, 2006). En la tabla 1, a

manera de ejemplo, se muestra la composicién de la vinaza proveniente de distintos lugares

de origen.
Tabla 1. Composicion de vinaza de diferentes fuentes y origenes (Cortez et al., 1997)
Ori_gen de Fuente Composicion en % p/p % solidos | % s@li_dos oH
vinaza _ totales organicos
K P N Ca Mg cenizas

Brasil Melazas 0.48| 0.01| 0.04| 0.07| 0.02 1.95 46.47 463| 4.8
Brasil Jugo 0.17| 0.01| 0.01| 0.04| 0.01 1.50 6.69 514| 4.6
Australia Melazas 0.86| 0.00f 031 0.11| 0.15 3.20 n.a. na.| na
Australia Melazas 1.05| 0.01| 0.18| 0.20| 0.13 n.a. 9.00 na.| na
India Melazas 12| 150| 0.12 n.a. n.a. n.a. 8.00 n.a. 5.3
Louisiana Melazas 0.89| 0.00f 0.02| 0.01| 0.01 5.00 n.a. n.a. 4.5

2.2 Disposicion final de la vinaza

La vinaza, al ser un producto de desecho, puede tener distintos destinos para su

disposicion final.

Debido a su contenido proteico y mineral se emplea como alimento animal,
empleandose en forma granular y en polvo para facilitar la mezcla con otros alimentos
(Bermudez, 1994; Charéd y Suérez, 1993; Sheehan et al., 1980).

También se emplean en la produccion de levaduras y proteinas, ya que después de
ser clarificadas se convierten en un sustrato para las levaduras y mediante fermentacion

aerobia se logra la produccidon de proteinas unicelulares (Sarria y Preston, 1992).

Debido a la industrializacion del etanol carburante, se esta generando un aumento de

la generacién de residuos, en algunos paises, las fabricas de alcohol han reactivado sus



operaciones después de muchos afios de estar inactivas. Debido a esto es que se deben
buscar nuevas alternativas para el tratamiento de la vinaza generada, ademas de los
tratamientos existentes como son, su empleo en como enriquecedores del suelo (De Heredia
et al., 2005).

Su empleo como agua de riego es uno de los méas generalizado, esto debido a su alta
concentracion de sales, con un predominio de potasio (Alfaro et al., 1996), sodio y
nitrégeno (Gémez, 1996). Su aplicacion sobre los suelos, empleados para la plantacion de
cafia de azlcar, generalmente es de manera directa y en ocasiones de manera diluida. Esta
practica puede ocasionar cambios desfavorables en las propiedades fisicas y quimicas de
los cultivos y el mismo suelo, esto debido a las caracteristicas agresivas que presenta la
vinaza (Bautista, 2000). Sin embargo, la dosificacion de la vinaza y la dilucion adecuada
para obtener concentraciones optimas de las sales podria contribuir a disminuir el impacto
sobre el suelo (Dunne et al., 2005; Filho et al., 1995; Rodella et al., 1977).

Se sabe, gracias a estudios realizados, que el poder contaminante de la vinaza
disminuye debido al poder buffer del suelo. La aplicacion de vinaza al suelo, puede
aumentar el almacenamiento de agua y la cantidad de agua disponible, también afirma que
en suelos tratados con vinaza, el potencial de oxido — reduccion y el pH varian, el pH
aumenta y el potencial REDOX disminuye, esto debido a que en anaerobiosis, los

compuestos organicos liberan electrones (Kornddrfer et al., 2004).

Se ha observado que la aplicacién de vinaza genera cambios temporales en la
poblacion de microorganismos con alteraciones en los procesos bioldgicos y quimicos, tales
como, disposicién de la materia organica, nitrificacion, desnitrificacién, fijacion de N,
atmosferico y aumento de pH. En estudios de laboratorio se observd que el contenido de
micronutrientes en el suelo aumenta, es relacion a los controles manejados (Camargo et.
al.1983).

Se han analizado los efectos acumulados de vinaza aplicada consecutivamente
durante 20 afios en algunas propiedades quimicas de suelos y los resultados indican que los
mayores cambios se detectaron en los primeros 20 cm de profundidad. La aplicacion de

vinaza aumenta ligeramente los valores del pH y los contenidos de materia organica,



magnesio y sodio; aumentaron los niveles de potasio intercambiable y estos incrementos
mejoraron el balance de cationes intercambiables facilitando la absorcion de potasio por
parte del cultivo. También se ha estudiado el efecto del uso de la vinaza en el contenido de
metales pesados como Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb y Zn en diferentes tipos de suelo al
emplear vinaza como fertilizante natural. Los resultados muestran que el uso de vinaza
durante mas de 15 afios consecutivos en un volumen de 300 m3 por hectarea, no aumento la
concentracion la concentracion de metales pesados en el suelo (Monteiro et al., 1981.,
Esperonello et al., 1981., Marinho et al., 1982., Amaral et al., 1999; Robaina et al., 1984).

Otra manera de tratar la vinaza es mediante el empleo de reactores de digestion
anaerobia para la produccién de metano, buscando asi disminuir la concentracién de
materia organica presente (Bermudez, 2000; Bramucci et al., 2003; Gloria et al., 1974;
Gupta et al., 2007). Ademas del empleo de reactores anaerobios, se acoplan reactores de
digestion aerobia para mejorar la eficiencia de remocidn de materia organica hasta en un 80

% medida en términos de Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO).

Para llevar a cabo la depuracion total o parcial de este tipo de aguas residuales
empleando microorganismos se utilizan lagunas de oxidacion, biodiscos y sistemas de
lodos activados; también se han propuesto sistemas que combinan reactores bioldgicos
rotatorios acoplados a humedales artificiales con lo que se trata de obtener una mejora
sustancial en la calidad del agua tratada (Caballero et al., 2006; Malandra et al., 2003;
Pérez-Grarcia et al., 2005).

La idea principal es encontrar alternativas que permitan depurar este tipo de aguas
residuales a un bajo costo en cuanto a su construccion, operacion y mantenimiento y que no

sean susceptibles a variaciones de flujo y calidad de agua.

El comin denominador de los sistemas de tratamiento biologico es precisamente el
uso de los microorganismos, debido a que son los principales responsables de la

disminucion de la materia organica presente (Bouwer, 1992, Rivera et al., 2002).

En este sentido, el empleo de cepas que han sido probadas exitosamente en la
degradacion de compuestos de uso industrial, asi como de materia prima y residuos
industriales, representa una alternativa para el tratamiento del agua residual originada por la



industria alcoholera-azucarera conocida como vinaza. Ademas de la exploraciéon de la

versatilidad de estas cepas al ser empleadas en distintos sistemas de tratamiento.

2.3 Composicion de la vinaza

Se han realizado estudios para determinar la composicién general de la vinaza de ciertas
regiones geograficas ya que puede variar dependiendo de cada regién. A continuacion, en

la tabla 2 y tabla 3 se muestran algunos resultados de la composicion de la vinaza.

Tabla 2. Composicion general de la vinaza (Cortez et al., 1997; Jiménez et al., 2003).

Parametros Concentracion Parametros Concentracion
DQO (g/L) 60 -120 Potasio (g/L) 9-17
DBO (g/L) 50 -110 Calcio (g/L) 2-7
Solidos totales (g/L) 80-110 Magnesio (g/L) 1-2
Sélidos volatiles totales (g/L) |60 - 80 Sodio (g/L) 05-1.0
Sélidos suspendidos (mg/L) |4-6 Cloruros (g/L) 3.0-35
Carbohidratos (g/L) 5-10 Zinc (mg/L) 3-10
Lipidos (g/L) 4-8 Cobre (mg/L) 05-2.0
Proteinas (g/L) 30-40 Manganeso (mg/L) 45-5
Fosfatos totales (mg/L) 90-120 Conductividad (mS/cm) |40 - 60
Nitrégeno total (g/L) 2-8 pH 3-5
Sulfatos totales (mg/L) 4-5

Tabla 3. Composicidn general de vinaza proveniente de remolacha azucarera (Vlyssides et al., 1997)

Parametros Total Fase liquida Fase sélida
Sélidos totales (mg/L) 81 200 - -
Sélidos volatiles totales (mg/L) 60 226 - -
Solidos suspendidos (mg/L) 3837 - -
DQO (mg/L) 72000 - -
Carbohidratos (mg/L) 5526.1 5 265 261
Lipidos (mg/L) 3813.6 3633 180
Proteinas (mg/L) 27 656.7 36 50 1307
Substancias desconocidas (mg/L) 23 226.6 22132 1098
Substancias inorganicas (mg/L) 20973.9 19983 991




Parametros Total Fase liquida Fase sélida
Fosfatos totales (mg/L) 91 - -
Nitrégeno inorganico total (mg/L) 840 - -
Sulfatos totales (mg/L) 4520 - -
Nitrégeno total (mg/L) 7 340 - -

La vinaza se caracteriza por presentar un color marron muy oscuro, esto se debe a la
presencia de melanoidinas y caramelos, asi como también de compuestos fendlicos como
acido galico y &cido vainillinico, que generalmente suelen afectar de manera negativa a los
microorganismos que se emplean en el tratamiento bioldgico (Bolsanello et al., 1980;
Sobral et al. 1988)

2.4 Caracteristicas de las cepas

Las cepas de B. licheniformis y P. stutzeri fueron aisladas, caracterizadas y
tipificadas en un trabajo previo y fueron empleadas para tratar compuestos provenientes de
la industria petrolera; de este trabajo se obtuvo que las cepas son capaces de degradar éste
tipo de desechos, por lo que pueden considerarse como una alternativa para el tratamiento

de la vinaza.

2.4.1 Bacillus licheniformis

Son bacterias Gram positivas, aerobias y anaerobias facultativas, tienen forma
redondeada y su movilidad en por medio de flagelos, crece a pH cercano a 7. Se pueden
encontrar en una gran variedad de habitats. Existen cepas de B. licheniformis no patdgenas

para el hombre, las cuales se encuentran distribuidas ampliamente en el ambiente.

B. licheniformis ha sido reportado como un microorganismo involucrado en la
reduccién del nitrogeno amoniacal generando poli-aminoacidos, asi como en la
degradacion de compuestos nitro-aromaticos, en la produccion de biosurfactantes y en
general en la produccion de enzimas, debido a que este tipo de bacterias tienen la capacidad



de crecer a temperaturas de aproximadamente de 45 °C (De Boer et al., 1994; Reis et al.,
2005; Vieille y Zeikus, 2001). Se han aislado cepas que son capaces de degradar nitrogeno
amoniacal, lo que representa una alternativa para la eliminacién de este contaminante. Este
tipo de bacterias, también son empleadas en mezclas de microorganismos para la

biorremediacion de la contaminacion por petréleo.

2.4.2 Pseudomonas stutzeri

Es un microorganismo distribuido ampliamente como una especie no fluorescente
de Pseudomonas, es una bacteria Gram negativa con un metabolismo estrictamente
respiratorio, es movil con un metabolismo estrictamente respiratorio, es maévil por flagelos
polares, es desnitrificante, libera nitrdgeno gaseoso a partir de nitrato. Es capaz de crecer en
maltosa y almiddn, se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y principalmente
en suelo y agua. Tiene una gran versatilidad metabdlica, que incluye la degradacion de
contaminantes ambientales como moléculas de alto peso molecular. En general, el género
Pseudomonas ha sido estudiado por la habilidad de sus especies para metabolizar una gran
diversidad de compuestos (Altenschmidt et al., 1990; Barbieri et al., 2000; Bennasar et al.,
1998; Sikorsky et al., 1999; Ghosh et al., 2002).

Ha sido reportado como un microorganismo con un metabolismo versatil, con la
capacidad de llevar a cabo procesos de nitrificacion y desnitrificacion y la degradacion de

diversos contaminantes ambientales (Salamanca, 2003; Lee et al., 1999).

También se han reportado cepas de P. stutzeri capaces de degradar hidrocarburos
aromaticos, los cuales, debido a su baja solubilidad en agua deben ser tratados con
surfactantes para mejorar su disponibilidad y aprovechamiento por parte de las cepas
(Grimberg et al., 1996).



2.5 Aspectos generales de biodegradacion

El proceso de biodegradacion o descomposicion de la materia orgéanica natural o
sintética causada por la accion de los microorganismos con el fin de obtener moléculas mas
simples, es el resultado de los procesos de digestion, asimilacién y metabolizacion de los

compuestos organicos (Murgel, 1984).

La utilizacién de los compuestos es dependiente de la naturaleza quimica de los
compuestos, asi como de factores bioticos y abidticos presentes en el ambiente (Atlas et al.,
1981; Van Der Meer et al., 1992; Wiggins et al., 1998). La interaccién entre el
microorganismo Yy el sustrato incluyen la intervencion de enzimas intracelulares y
extracelulares que permiten, en algunos casos, que el sustrato sea utilizado como fuente de
carbono, nitrégeno y otros nutrimentos, o bien, como aceptor final de electrones. En otros
casos, el sustrato no proporciona ningin beneficio y las reacciones no enzimaéticas
derivadas de los subproductos microbianos, causan cambios quimicos como consumo de

oxigeno, generacién de subproductos de fermentacion o alteracion del pH.

Los procesos de biodegradacion pueden agruparse en biodegradacion primaria, la
cual implica pequefas alteraciones en la estructura quimica del compuesto originando la
perdida de las propiedades especificas de la sustancia; y biodegradacién dltima, término
que se aplica cuando el compuesto organico es totalmente utilizado por los
microorganismos y da como resultado la produccién de dioxido de carbono, agua, sales

minerales y biomasa.
2.5.1 Factores implicados en el proceso de biodegradacion

En el proceso de biodegradacion, los factores quimicos, fisicos y bioldgicos
determinan la tasa de degradacion, la eficiencia en la transformacion parcial o total de los
compuestos y por ende, la persistencia de estos en el ambiente.

Los factores quimicos implicados en el proceso de biodegradacion incluyen la
composicion y tipo de sustancia o compuesto, la longitud de las cadenas y/o la cantidad de
compuestos aromaticos, el namero y los sustituyentes en la o las moléculas (Amador-Rosas
et al. 2005).



Los factores fisicos involucrados incluyen la solubilidad, sorcién, esparcimiento,
dispersion, emulsificacion, sedimentacion, evaporacion, estado fisico y concentracion del
compuesto 0 mezcla, temperatura, disponibilidad de oxigeno, presencia de nutrientes,

actividad de agua, salinidad, presion, entre otros (Salamanca, 2003).

En cuanto a los factores de tipo bioldgico se refiere se encuentran, el origen del
cultivo microbiano, la tolerancia a la toxicidad del compuesto, el tiempo y la forma de
adaptacion puede influir de manera determinante sobre la tasa de degradacion. De igual
manera, la versatilidad genética y la capacidad enzimatica de los microorganismos,
repercuten sobre la capacidad de supervivencia y la velocidad de degradacion de los

diferentes compuestos.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la capacidad de Bacillus licheniformis y Pseudomonas stutzeri para
degradar vinaza bajo condiciones controladas de temperatura, pH, concentracién de

oxigeno y concentracién de sustrato bajo condiciones estériles.

3.2 Objetivos particulares

1. Establecer la capacidad de B. licheniformis y Pseudomonas stutzeri para degradar
vinaza.

2. Establecer las mejores condiciones en las cuales las cepas de B. licheniformis y P.
stutzeri presentan una mayor degradacion.

3. Determinar la velocidad de degradacion de la vinaza empleando como inoculo las
cepas puras y mixtas de B. licheniformis y Pseudomonas stutzeri.

4. Evaluar la toxicidad aguda, empleando Lactuca sativa, de la vinaza y del agua
resultante del proceso de biodegradacion en el biorreactor alimentado con vinaza e

inoculado con el cultivo que presenta la mayor degradacion.

3.3 Hipotesis

» La velocidad y el porcentaje de degradacion de la vinaza dependeran del tipo de
cepa bacteriana y de la concentracion de vinaza empleada.

» El porcentaje de remocion de materia organica aumentara cuando los experimentos
sean realizados empleando el biorreactor.

» La toxicidad disminuira considerablemente después de someter la vinaza a las

pruebas de biodegradacion.



3.4 Estrategia general de trabajo

Para la realizacion de las pruebas de degradacién de la vinaza, se establecieron los

protocolos y la estrategia general de trabajo, la cual se divide en tres etapas y se presentan

en la figura 5.
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Figura 5. Estrategia general de trabajo
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4, PRIMERA ETAPA EXPERIMENTAL

4.1 Materiales

4 Cepas: B. licheniformis y P. stutzeri.

+ Medio de cultivo Luria — Bertani (LB).

+ Vinaza proveniente del Ingenio Azucarero Independencia, ubicado en Martinez de
la Torre, Veracruz.

+ Material de vidrio de laboratorio.

4.2 Equipo

4+ Incubadora con control de temperatura. G24 Environmental Incubator Shaker, New
Brunswick Co., Inc. (0-100°C).

+ Microscopio electrénico.

+ Balanza analitica digital. Sartorico BL150 (0.01-150 g).

+ Autoclave.

4+ Campana de flujo laminar.
4.3 Desarrollo de actividades

Durante el desarrollo de ésta etapa se realizaron pruebas, tanto a las cepas de B.

licheniformis y P. stutzeri como a la vinaza.
4.3.1 Andlisis de las cepas

El primer paso para el desarrollo del proyecto fue la activacion de las cepas, las
cuales se encontraban almacenadas a una temperatura de -80 °C. La activacién consistio en
verificar que las cepas aun fueran viables, para esto fueron cultivadas en medio de cultivo
LB, tanto en estado liquido como sélido y se incubaron a una temperatura de 37 °C, que es
la temperatura Optima que se determind en un trabajo previo con estas cepas (Salamanca,

2003). El tiempo de incubacion fue de 24 horas.



Durante este tiempo se desarrollaron las colonias en medio solido y se observé la
morfologia y la uniformidad de las colonias presentes y en base a la bibliografia se

determind que las colonias correspondian a las cepas antes mencionadas.

En las figuras 6 y 7 se muestran las colonias desarrolladas por las cepas de P.

stutzeri y B. licheniformis respectivamente.

-

Figura 6. Imagen de las colonias que desarrolla P. stutzeri.

Figura 7. Imagen de las colonias que desarrolla B. licheniformis.



Una vez que se realizo la observacién de las colonias, se procedi6 a realizar observaciones
al microscopio electrénico y para determinar que las cepas estuvieran puras se realizd la

tincién de Gram. En la figura 8 y 9 se muestra la morfologia que presentan ambas cepas asi

como las caracteristicas que presentan al realizar la tincion.

Figura 8. Tincién de Gram de la cepa de P. stutzeri vista al microscopio.
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Figura 9. Tincién de gran de la cepa de B. licheniformis vista al microscopio.



Figura 10. Imagen en fresco de la cepa de B. licheniformis vista al microscopio

Figura 11. Imagen en fresco de la cepa de P. stutzeri vista al microscopio

Al realizar las tinciones y las observaciones en el microscopio se concluyé que las
cepas eran viables y se encontraban puras, por lo cual pudieron ser empleadas para la

realizacion del proyecto.

Las cepas que crecieron en medio liquido también fueron analizadas al microscopio
y se les realizo la tincion de Gram correspondiente. Los microorganismos crecidos en este

medio fueron empleados para la preparacion de los inoculos.



4.3.2 Manejo de la vinaza

La vinaza se encontraba almacenada a una temperatura de 4 °C para su

conservacion. En la figura 12 se muestra la apariencia de la vinaza pura.

Figura 12. Imégenes de una muestra de vinaza pura.

Antes de la realizaciobn de los experimentos fue necesario realizar una
caracterizacion fisicoquimica de la vinaza con el objetivo de saber bajo qué condiciones se
iban a realizar las pruebas de degradacion y determinar si los microorganismos serian
capaces de soportar esas condiciones. Esta caracterizacion incluye la medicion de la
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) por el método respirométrico, Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) por el método titulométrico, pH por el método electroquimico

y sélidos presentes en la muestra; los resultados se ilustran en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados obtenidos de los parametros fisicoquimicos de la vinaza.

Parametro Valor
DBO (g O4/L) 160+ 7.0
DQO (g O2/L) 120+5.0

pH 40+05
SST (g/L) 122.0 2.0
SV (g/L) 33.0 £ 1.0
SDT (g/L) 89.0 + 1.0

Una vez realizadas las determinaciones, se procedié a realizar la 22 etapa

experimental.



S. SEGUNDA ETAPA EXPERIMENTAL

5.1 Materiales

+ Cepas: B. licheniformis y P. stutzeri.
4+ Vinaza proveniente del Ingenio Azucarero Independencia, ubicado en Martinez de
la Torre, Veracruz.

+ Material de vidrio de laboratorio.
5.2 Equipo

4 Espectrofotdmetro con capacidad de medir longitudes de onda de 420-600 nm.
Nefelémetro. Klett-Summerson. Photoelectric Colorimeter.

Horno con control de temperatura (0-250 °C).

-+ &

Incubadora con control de temperatura. G24 Environmental Incubator Shaker, New
Brunswick Co., Inc. (0-100°C).

Balanza analitica digital. Sartorico BL150 (0.01-150 g).

Potenciometro.

Autoclave.

-+ + &

Campana de flujo laminar.

5.3 Preparacion de los indculos

Después de la activacion de las cepas y de la determinacion de su pureza, se realizd
la preparacion de los indculos. Las cepas fueron incubadas en matraces nefelométricos que
contenian una dilucion de vinaza al 10 % (v/v) previamente filtrada. Después de la
inoculacién los matraces fueron incubados a una temperatura de 37 °C con una agitacion
de 250 r.p.m. para mantener condiciones aerobias durante un tiempo de incubacion de 24
horas. Una vez cumplido este tiempo, el cultivo fue empleado para realizar la inoculacion
de los matraces donde se realizaron las pruebas de biodegradacion para cada una de las

cepas.



5.4 Evaluacion de la actividad biodegradadora

Se realizaron pruebas de biodegradacion con la finalidad de determinar si las cepas
en estudio tenian la capacidad de degradar la vinaza y establecer las condiciones en las
cuales se realizarian los experimentos. La evaluacion de la actividad de las cepas se hizo en

base a la disminucion de la demanda quimica de oxigeno (DQO).

Se realizaron pruebas de exploracion para determinar cual era el pH donde se
presentara una mayor disminucién de la concentracion de la DQO. Se manejaron 3 distintos
valores de pH 4, 7 y 10. La concentracion de vinaza se fijo en 10 % en base a un trabajo

previo con vinaza (Reyes, 2006).

Las pruebas de degradacion se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer que
contenian unicamente vinaza como fuente de carbono y no fueron adicionados con algun
factor que favoreciera en crecimiento de los microorganismos. Los matraces y la vinaza
fueron esterilizados previamente a su inoculacion. Debido a que no se tenian antecedentes
acerca de una concentraciéon adecuada de vinaza para los microorganismos bajo estudio, se
manejaron distintas concentraciones en base a un trabajo previo (Reyes, 2006); las

concentraciones que se manejaron fueron de 5, 10, 20 %.

Los in6culos se estandarizaron a una concentracion de 10° UFC/ml, concentracién
de microorganismos que generalmente se encuentra en un sistema de lodos activados. Se
empled la técnica de cuantificacion de microorganismos por turbidimetria (Manual de
practicas de Microbiologia General) y se asumio que todas las células eran viables debido a

que el cultivo se encontraba en fase de crecimiento exponencial.

Después de la inoculacion los matraces fueron incubados a una temperatura de 37°C

y 250 r.p.m. para asegurar una adecuada aireacion y condiciones aerobias.

Los matraces se manejaron por duplicado, en condiciones asepticas. El tiempo de la
prueba fue de 15 dias durante los cuales se tomaron muestras periddicas para la realizacion

de las determinaciones de DQO.



5.5 Analisis y discusion de resultados
5.5.1 Pruebas de exploracion a diferentes valores de pH

En las siguientes graficas se muestran los resultados obtenidos de los experimentos
realizados con las cepas de B. licheniformis y P. stutzeri a una concentracién de vinaza de
10 % (v/v) y valores de pH de 4, 7y 10.

Bacillus licheniformis

DQO (gO2/L)

10 12

tie mp(G) (dias)

Figura 13. Pruebas de exploracion de B. licheniformis a diferentes valores de pH y vinaza al 10 %.

Para la cepa de B. licheniformis en la figura 13 se observa que hay una disminucion
en la concentracion de DQO en los tres valores de pH que se probaron, sin embargo, hubo
una mayor degradacion a pH 7, donde la cepa fue capaz de disminuir la concentracién
inicial de DQO de 12 gO,/L hasta una concentracion final de 3.5 gO,/L equivalente a un
porcentaje de remocion de 71 %. Para el caso donde se trabajo a pH de 4 y10 se obtuvo un

porcentaje de remocion del 42 y 37.5 % respectivamente después de 12 dias de prueba.
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Figura 14. Pruebas de exploracion de B. licheniformis a diferentes valores de pH.

La cepa de P. stutzeri presenta un comportamiento similar a la cepa de B.
licheniformis. En la figura 14 se observa que hay una disminucion en la concentracion de
DQO en los tres valores de pH, pero hay una mayor disminucion a pH7, disminuyendo la
concentracion inicial de DQO de 12 gO,/L a una concentracion final de 3 gO,/L, lo que

representa el 75 % de remocion de DQO. En las tablas 5 y 6 se presenta un resumen de los

resultados obtenidos en los experimentos.

Tabla 5. Resultados de las pruebas a diferentes valores de pH para la cepa de B. licheniformis.

Bacillus licheniformis
pH DQOi(gO2/L) | DQOf(gO2/L) | Tasa de consumo | % de remocion
4 12 7 5.0 42
7 12 3.5 8.5 71
10 12 7.2 4.8 38

Tabla 6. Resultados de las pruebas a diferentes valores de pH para la cepa de P. stutzeri.

Pseudomonas stutzeri
pH DQOi(gO2/L) | DQOf(gO2/L) | Tasa de consumo | % de remocion
4 12 7 4.4 37
7 12 3.5 9.0 75
10 12 7.2 5.0 42




El comportamiento de las cepas observado en los resultados es consistente con lo
reportado en la bibliografia acerca del pH donde se ve favorecido el desarrollo de estos

microorganismos (Crews et al., 1993; Salamanca, 2003).

De acuerdo con los resultados mostrados en las tablas 4 y 5 podemos decir que ambas cepas
son capaces de disminuir la concentracion de DQO presente en los tres valores de pH, pero
cuando se trabaja a un pH de 7 es mayor la disminucion de la concentracién. En base a

estos resultados, el resto de las pruebas se realiz6 a pH?7.
5.5.2 Pruebas de biodegradacién empleando diferentes concentraciones de vinaza

En las siguientes gréficas se muestran las cinéticas de degradacion de cada una de
las cepas a diferentes concentraciones de vinaza para determinar cual es la concentracion en

la cual se presenta una mayor degradacion.
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Figura 15. Cinética de degradacion de B. licheniformis y P. stutzeri empleando vinaza diluida al 5 %.

El la figura 15 se presentan los resultados obtenidos de la degradacion de vinaza
empleando las cepas de B. licheniformis, P. stutzeri y de la combinacién de ambas cepas

empleadas de manera conjunta.

Se observa que durante los primeros 3 dias de prueba B. licheniformis presenta una

mayor degradacion, disminuyendo la concentracion inicial de DQO de 6 gO,/L a 3 gO./L,



lo que representa el 50 % de la concentracion total presente. Al término de la prueba la
concentracion final alcanzada fue de 2 gO,/L, esto indica que la mayor degradacion se
obtuvo durante los primeros tres dias de la prueba, ya que después de este tiempo la

concentracion de DQO solo disminuyo 1 gO,/L.

P. stutzeri también presenta una mayor degradacion en los primeros tres dias de la
prueba donde disminuyo la concentracion de DQO de 6 gO,/L a 4 gO,/L, después de este
tiempo la concentracion de DQO se mantuvo casi constante hasta llegar a una

concentracion de 3 gO,/L al final de los 15 dias de prueba.

En el cultivo mixto, la actividad que se presenta es muy similar a la de P. stutzeri
hasta llegar a los 10 dias de prueba, después de este punto, la degradacién continua hasta
Ilegar a una concentracion final aproximada de 2 gO,/L, muy semejante a la obtenida por la

cepa de B. licheniformis.
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Figura 16. Cinética de degradacion de B. licheniformis y P. stutzeri empleando vinaza diluida al 10 %.

Los resultados de la degradacion de la vinaza diluida al 10 % se muestran en la
figura 16, se observa que en el tercer dia de prueba, la cepa que presenta una mayor
degradacién es B. licheniformis disminuyendo la concentracién de DQO de 12 gO,/L a
6g0./L.



Al llegar al décimo dia de prueba, la mezcla de ambas cepas es la que presenta una
mayor diminucion de la concentracion de DQO (4 gO,/L) y con las cepas puras se presenta

una degradacién similar.

Después del décimo dia de prueba, la concentracion de DQO tiende a volverse
constante y al final de la prueba, la cepa que presenta la mayor disminucion de la

concentracién es P. stutzeri.

Vinaza 20% —— B licheniformis
—— P. stutzeri
24
22 4 . . .
20 - —@— B. licheniformis + P.
18 - stutzeri
16 -
—~ 14
= 12
o
O 10 -
= 8
O 6
O 4
o 2
O T T T T 1
0 3 6,. , 12 15
tiempo (dlas?

Figura 17. Cinética de degradacion de B. licheniformis y P. stutzeri empleando vinaza diluida al 20 %.

Cuando se emplea vinaza diluida al 20 %, se observa que la cepa de P. stutzeri es la

presenta una mayor degradacion y esta tendencia se mantiene durante toda la prueba.

Como se muestra en la figura 17, al llegar al tercer dia de prueba, P. stutzeri alcanz6
una concentracion de DQO de 13 gO,/L a partir de una concentracion inicial de DQO de
24 gO,/L. La cepa de B. licheniformis y la mezcla de ambas cepas en este punto presentan
la misma concentracion de DQO. También se observa que la tendencia de las curvas es

muy similar en los tres casos.

En el décimo dia de prueba, P. stutzeri es la que degradé una mayor cantidad de
materia organica, seguida de la mezcla de ambas cepas y la que tuvo una menor actividad

fue la cepa de B. licheniformis.



Al final de la prueba la cepa que tuvo una mayor degradacion fue P. stutzeri
alcanzando una concentracion de 4 gO,/L, la cepa de B. licheniformis y la mezcla de ambas
cepas tuvieron una concentracion final de 6.8 gO./L y 7.6 gO,/L respectivamente. En la
tabla 7 se muestra un comparativo de los resultados obtenidos a partir de las pruebas de
degradacion.

Tabla 7. Resultados obtenidos a partir de las pruebas de degradacion a diferentes concentraciones de vinaza.

Bacillus licheniformis Pseudomonas stutzeri Mezcla de ambas cepas
Tiempo\ [Vinazal | 5o, | 1006 | 20% | 5% | 10% | 20% | 5% | 10% | 20%
6 12 24 6 12 24 6 12 24
3.05 6 16 4 8 13 4 9.7 16
10 3 5.9 11.8 3.1 6.1 5.6 2.95 4.1 9.8
15 2.05 3.8 6.8 2.95 2.2 4 2 3.9 7.6
% de remocién 66 51 67 68 82 68 83 87 84

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 7, se observa que la
degradacion tiende a aumentar a medida que se aumenta la concentracion de vinaza,
debido a esto se realiz6 una prueba empleando una concentracion mayor de vinaza (25 %)
con el objetivo de determinar si efectivamente el porcentaje de degradaciéon estaba en
funcién de la concentracion y establecer cual es la concentracion donde se presenta la

mayor degradacion. Los resultados de la prueba se muestran en la figura 18.
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Figura 18. Cinética de degradacion de B. licheniformis y P. stutzeri empleando vinaza diluida al 25 %.




En la gréafica de la figura 18 se observa que ambas cepas son capaces de degradar la
vinaza a esta concentracion, sin embargo, ésta es menor comparada con los resultados
obtenidos cuando se utilizo la dilucion al 20 %. Se observa también que la concentracion se
mantiene casi constante después del tercer dia prueba. En este experimento, Gnicamente se

manejaron las cepas puras.

De los resultados obtenidos en los experimentos, se determin que hubo una mayor

degradacién cuando se manej6 una concentracion de vinaza del 20 %.

Durante las pruebas de degradacion a las diferentes concentraciones, el pH del
medio tuvo una tendencia a volverse alcalino, esto es, de un valor inicial de 7 llego a
valores de 9 y 10. Esta variacion es debida al metabolismo de los microorganismos y este
comportamiento es muy similar al que presentan los lodos activados cuando se emplean al
tratar vinazas en reactores en lote (Reyes, 2006; Garcia, 2007). En esta etapa experimental,
el valor del pH no se controlé mediante la adicion de &cido para mantenerlo constante, con

la finalidad de evitar la contaminacion de los matraces.

En base a los resultados obtenidos, se establecieron para iniciar con la tercera etapa
experimental, que de acuerdo con la estrategia general de trabajo, se emplearia la cepa que
presentara la mayor degradacion de materia organica, el pH y la concentracion de vinaza en

la cual las cepas tuvieran una mayor degradacion.



6. TERCERA ETAPA EXPERIMENTAL

6.1 Materiales

+ Cepas: B. licheniformis y P. stutzeri.
4+ Vinaza proveniente del Ingenio Azucarero Independencia, ubicado en Martinez de
la Torre, Veracruz.

+ Material de vidrio de laboratorio.
6.2 Equipo

4 Biorreactor con capacidad de ser esterilizado en autoclave acoplado a un
controlador ADI 1010, unidad de poder ADI 1010 y actuadores.

Computadora.

Software BioXpert data acquisition & control program.

Espectrofotémetro con capacidad de medir longitudes de onda de 420-600 nm.
Nefelometro. Klett-Summerson. Photoelectric Colorimeter.

Horno con control de temperatura (0-250 °C).

£+ F F o+ oF

Incubadora con control de temperatura. G24 Environmental Incubator Shaker, New
Brunswick Co., Inc. (0-100°C).

Balanza analitica digital. Sartorico BL150 (0.01-150 g).

Potenciometro.

Autoclave.

-+ 5

Campana de flujo laminar.

6.3 Preparacion de los indculos

Los inéculos se estandarizaron a una concentracién de 10° UFC/ml, concentracion
de microorganismos que generalmente se encuentra en un sistema de lodos activados. Se
empled la técnica de cuantificacion de microorganismos por turbidimetria (Manual de
practicas de Microbiologia General) y se asumid que todas las células eran viables debido a
que el cultivo se encontraba en fase de crecimiento exponencial. Las cepas fueron

incubadas en matraces nefelométricos que contenian una dilucion de vinaza al 10 % (v/v)



previamente filtrada. Después de la inoculacion los matraces fueron incubados a una
temperatura de 37 °C con una agitaciéon de 250 r.p.m. para mantener condiciones aerobias
durante un tiempo de incubacion de 24 horas. Una vez cumplido este tiempo, el cultivo fue
empleado para realizar la inoculacion del biorreactor donde se realizaron las pruebas de

biodegradacion.
6.4 Preparacion del biorreactor.

En base a los resultados obtenidos en la segunda etapa experimental, se realizé la
dilucion de la vinaza a una concentracion de 20 % (v/v); que fue la concentracion a la cual
las cepas mostraron una mayor actividad. La dilucion fue ajustada a un pH de 7. Este medio
de cultivo fue colocado en el biorreactor para ser esterilizado junto con los accesorios

(figura 19) y asi evitar una contaminacion del mismo.

Una vez esterilizado, el biorreactor se inoculd en condiciones asépticas con la cepa

que presento una mayor biodegradacion de vinaza (P. stutzeri).

Figura 19. Imagenes del biorreactor empleado en las pruebas de biodegradacion en la tercera etapa

experimental.
6.5 Evaluacion de la actividad degradadora bajo condiciones controladas de operacion

El biorreactor fue operado de acuerdo a las especificaciones del manual de

operacion. Mediante el uso del controlador y de los electrodos internos con los que cuenta



se monitoreo el pH, oxigeno disuelto. El valor de pH se mantuvo constante en un valor de 7
mediante la adicion de una solucion estéril de acido o base segun se requirio. También fue
posible controlar la aireacion del medio asegurando que tuviera condiciones aerobias todo
el tiempo que dur6 la prueba con un valor de oxigeno disuelto entre 4.35 — 5.24 mgO,L y
debido a que el biorreactor cuenta con un sistema interno de agitacion el medio se mantuvo
homogéneo, tanto en concentracion de sustrato como en oxigenacion; la agitacion se
mantuvo en 250 r.p.m.; de esta manera se logré tener un control mas fino de las
condiciones de operacion, ya que en los matraces no fue posible controlar el pH debido a
que se corria el riesgo de contaminar las muestras; en cuanto al oxigeno disuelto, la adicién

de oxigeno estaba limitada a la agitacion proporcionada por la incubadora.

El biorreactor fue operado durante 15 dias, tiempo que fue establecido en base a los
resultados obtenidos en la segunda etapa experimental. Durante el tiempo que duré la
prueba se tomaron muestras periddicas y se determind la variacion de la concentracion de la
materia organica mediante la medicion de la DQO; se realizaron varias pruebas para poner

a punto esta prueba y hacer que el experimento fuera reproducible.
6.6 Resultados obtenidos de la prueba en el biorreactor.

Del experimento desarrollado en el biorreactor se obtuvieron los siguientes

resultados, los cuales son mostrados en la gréafica de la figura 20.
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Figura 20. Resultados obtenidos de la prueba realizada en el biorreactor.

De acuerdo con la gréfica, la cepa de P. stutzeri fue capaz de disminuir la DQO
presente en la vinaza, la cual era inicialmente de 24 gO,/L hasta alcanzar una concentracion

final de 2.8 gO,/L que representa un porcentaje de remocion de aproximadamente el 90%.

Con estos resultados se observa que P. stutzeri mejord su capacidad para degradar la
vinaza cuando los experimentos fueron realizados en el reactor, ya que cuando las pruebas
fueron realizadas en los matraces se alcanzo un porcentaje de remocion del 80 % y cuando

se realizaron en el reactor se alcanz6 una remocion del 90 %.

La mejora de la capacidad de las cepas mediante el empleo del biorreactor implica
mayores costos para la depuracion de la vinaza, lo cual puede limitar el empleo de este
microorganismo para el tratamiento de este tipo de aguas residuales y en general, en un

sistema de tratamiento aerobio.

Una vez concluida la prueba en el reactor, el agua residual obtenida fue nuevamente

esterilizada para realizar las pruebas de toxicidad aguda correspondientes.



7. PRUEBAS DE TOXICIDAD AGUDA

7.1 Materiales

-’—

Semillas de lechuga (Lactuca sativa).

+

Vinaza proveniente del Ingenio Azucarero Independencia, ubicado en el Martinez
de la Torre, Veracruz.
Agua residual obtenida del proceso de biodegradacion en el reactor.

= &

Cajas petri.

*._

Pipetas de varios volumenes.

#

Matraces aforados de diferentes volimenes.

7.2 Equipo

4 Incubadora con control de temperatura. G24 Environmental Incubator Shaker, New
Brunswick Co., Inc. (0-100°C).

7.3 Realizacion de las pruebas de toxicidad aguda.

En ésta parte del proyecto se evalud la toxicidad aguda de la vinaza sin tratar y de la
vinaza tratada en la tercera parte experimental con el objetivo de determinar el impacto que
tienen en el ambiente. Las pruebas se desarrollaron mediante un ensayo de toxicidad aguda
empleando semillas de lechuga (Lactuca sativa). Este ensayo es una prueba estatica de
toxicidad aguda (120 h de exposicidn) en la que se pueden evaluar los efectos fitotoxicos de
compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de germinacion de las semillas y
en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de crecimiento. Como puntos
finales para la evaluacion de los efectos fitotoxicos, se determina la inhibicion en la

germinacion y la inhibicion en la elongacién de la radicula y del hipocotilo.



Figura 21. Imagen de las plantulas de lechuga crecidas en cajas petri después de
120 horas.

Es importante destacar que durante el periodo de germinacién y los primeros dias de
desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de
una sustancia téxica puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la
planta, siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos
adversos. En la figura 21 se muestra una imagen de las semillas germinadas y en la figura

22 se muestra como debe ser la medicion de las plantulas.

Figura 22. Método de medicion de las plantulas de L. sativa.



La evaluacion del desarrollo de la radicula y del hipocotilo constituye indicadores
representativos para determinar la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta.
En base a la anterior se realizaron las pruebas correspondientes y se obtuvieron los

siguientes resultados
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Figura 24. Efecto de la toxicidad del ZnSO, empleado como téxico de referencia.
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Figura 23. Efecto de la toxicidad de la vinaza sin tratar después de exponer las semillas durante 120 h.



Como se observa en las graficas de las figuras 22 y 23, el comportamiento de la
vinaza y del sulfato de zinc, es muy similar, ya que cuando se emplean concentraciones
mayores la inhibicion de la germinacion de las semillas de lechuga se ve afectada de
manera considerable. Ademas se debe considerar que la vinaza empleada en los ensayos de
toxicidad aguda estaba diluida a una concentracion del 10 % (v/v), por lo que de haber
empleado vinaza pura el efecto pudo haber sido mayor. Este ensayo nos da una idea del

impacto que tiene la vinaza cuando se emplea como agua de riego en este tipo de cultivos.

Si bien es cierto que la vinaza se emplea para el riego de campos de cafia de azucar
debido a su alta concentracion de sales de potasio (Alfaro et al., 1996), sodio y nitrogeno, y
gue estos cultivos responden de manera positiva a este riego (Gémez et al., 2000), cabe la
posibilidad de que la vinaza llegue a los mantos freaticos, como son los rios cercanos a las
plantaciones y contaminarlos, de tal manera que el agua del rio empleada para el riego de
otros cultivos puede afectarlos de manera negativa; ademas de que la creciente demanda de
alcohol carburante implica una mayor generacion de vinaza, es posible que este residuo

exceda la demanda como agua de riego en las plantaciones de cafia de azUcar.
7.4 Pruebas de toxicidad aguda del agua residual obtenida en la 32 etapa experimental

Se realizaron pruebas de toxicidad para evaluar la calidad del agua residual obtenida
después de las pruebas de degradacién en el biorreactor. Estas pruebas se realizaron de la
misma manera que para las vinazas sin tratamiento. Los resultados obtenidos mostraron que
no hubo una reduccion en la toxicidad presente, es decir, las semillas de lechuga no
germinaron después de las 120 horas de exposicion. Cabe mencionar que el agua residual

obtenida no fue diluida, esto es, se empleo de manera directa.

Como se sabe, los procesos de biodegradacion, son el resultado de procesos de
digestion, asimilacion y metabolizacion de compuestos organicos (Murgel, 1984); pero la
utilizacion de estos compuestos depende de los factores bidticos y abidticos presentes en el
ambiente (Atlas et al., 1981), por lo que los resultados obtenidos en esta prueba pueden
deberse a que en el medio de cultivo se encontraban fuentes de carbono de facil asimilacion
y por esto la cepa de P. stutzeri no degradd los compuestos toxicos presentes y como sabe,

este microorganismo tiene una gran versatilidad metabdlica y puede adaptarse a diferentes



ambientes (Bennasar et al., 1998; Sikorsky et al., 1999), por lo que la presencia de
compuestos fendlicos no afectd su crecimiento y actividad para degradar la materia

organica presente.

El uso de microorganismos en la depuracién de residuos industriales ofrece ventajas
sobre técnicas convencionales, ya que éstos son capaces de metabolizar compuestos
organicos hasta su completa mineralizacién (Chudoba et al., 1992; Murakami et al., 1989).
A pesar de esto, es posible encontrar algunos compuestos quimicos que no son facilmente
metabolizados por los microorganismos como fuente de carbono (metales pesados, algunos
compuestos clorinados y compuestos toxicos y en otros casos puede existir la produccién
de metabolitos toxicos (Alexander, 1981; Garcia et al., 2001). Por lo anterior y sabiendo
que las vinazas contienen metales como zinc, cobre, manganeso y compuestos fendlicos
como &cido galico y vainillinico cabe la posibilidad de que la toxicidad de la vinaza se halla
incrementado y por eso no se presento el proceso de germinacion en las semillas de

lechuga.

Sin embargo, se ha observado que es posible disminuir la toxicidad de las vinazas
empleando lodos activados, esto mediante el empleo de columnas empacadas (Peixoto et al.
1986). Esto puede deberse a que en los lodos activados existe una gran variedad de
microorganismos que favorece la degradacion de compuestos, ya que los productos
generados por un tipo de microorganismos es el sustrato de otro. En el caso de cepas puras
esto no ocurre y es posible que por este motivo la toxicidad de la vinaza no haya

disminuido como se esperaria.



CONCLUSIONES

Las capas de B. licheniformis y P. stutzeri son capaces de degradar la vinaza. La
velocidad y el porcentaje de remocidn dependen tanto de la concentracion de vinaza como

de la cepa empleada.

Se establecio que la cepa que presenta una mayor degradacion el P. stutzeri con un

porcentaje de remocion de aproximadamente el 90%.

En cuanto a la concentracion de vinaza a la cual se presenta una mayor degradacion,
se establecié que ambas cepas actlan mejor cuando la vinaza tiene una concentracion del

20 % (v/v). El pH al cual se obtuvo una mayor degradacion fue de 7

Se determin6 que la vinaza es toxica cuando se emplea como agua de riego en
hortalizas como la lechuga, ya que al realizar las pruebas de toxicidad aguda con semillas

de lechuga, la germinacién se vio afectada de manera negativa.

No hubo una disminucion de la toxicidad de la vinaza despues de ser tratadas con la
cepa de P. stutzeri ya que al ser empleadas como agua de riego en semillas de lechuga y sin

ninguna dilucion, no se presento la germinacion de las semillas.



RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos y a las experiencias aprendidas durante el

desarrollo del proyecto se hacen las siguientes recomendaciones:

+ Realizar pruebas de adaptacién y competencia de las cepas puras mediante el
empleo de un sistema de lodos activados con la finalidad de determinar si las cepas
son capaces de crecer de manera adecuada en un sistema que presenta una mayor
competencia por los sustratos y determinar si la capacidad de degradar la vinaza se

mantiene, disminuye o aumenta.

+ Realizar una adaptacion previa de los microorganismos con la vinaza con el
objetivo de mejorar su tolerancia al pH acido y de mejorar la velocidad de

degradacion.

+ Aumentar el tiempo de las pruebas con el objetivo de establecer si las cepas son
capaces de disminuir la toxicidad de la vinaza. La base de este punto es que al

disminuir los nutrientes, los microorganismos buscar fuentes alternativas de energia.
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ANEXOS

A-1) DETERMINACION DE DQO POR EL METODO TITRIMETRICO

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es ampliamente utilizada como una forma de medir la
carga contaminante de desechos domésticos e industriales. El analisis de la DQO se basa en el
hecho de que todos los compuestos organicos, con algunas excepciones pueden ser oxidados por la
accion de un oxidante fuerte bajo condiciones acidas a dioxido de carbono y agua, sin considerar la
biodisponibilidad de las sustancias. Una de sus ventajas es la rapidez con que se obtienen la

informacion (3 hrs.) sin embargo no evalula si la materia organica es biodisponible.

Principio: La muestra es digerida con dicromato de potasio en un medio fuertemente acido, en
presencia de un catalizador a alta temperatura. Después de la digestion, el dicromato remante es
titulado con sulfato ferroso amoniacal. De esta forma se puede conocer la cantidad de dicromato de
potasio consumido y por lo tanto la cantidad de materia organica oxidada en términos de

equivalentes de oxigeno.

Interferencias: Ciertos iones inorganicos como los cloruros, se oxidan bajo las condiciones de
oxidacion de la DQO, incrementando el resultado del analisis. Esta interferencia se puede eliminar

con la adicidon de sulfato mercarico a la muestra antes de la adicion de los otros reactivos.

Preservacion de muestras: Las muestras se almacenan preferentemente en botellas de vidrio.
Cuando no puede llevarse a cabo la determinacion, de manera inmediata, acidificandolas a un pH

menor o igual a 2 con H,SO,4 concentrado.

La ventaja de este método, son su economia en el empleo de reactivos, pero si la muestra

contiene sélidos, debe homogenizarse para obtener resultados reproducibles.

1. Materiales
Tubos de borosilicato de 20 x 150 mm con cuello roscado y tapa recubierta de teflon.

Equipo de filtracion Millipore

Filtros Whatman GF/A de 5 cm de didmetro



Estufa a 150°C

Pipetas volumétricas

Matraces Erlenmeyer de 50 ml
Gradillas

Matraz Kitasato

Guantes de asbesto

2. Soluciones
- Reactivo de &cido sulfurico: Afadir 10.12 g de AgSQO,, ya sea en cristales o0 en polvo (grado
analitico) por cada litro de H,SO,4 concentrado, esto da una proporcién de 5.5 g AgSO,/ H,SO,.
Para un garrafon de 3.5 L de H,SO, concentrado se requieren 35.42 g de AgSO, Permitir su

disolucién de 1 a 2 dias a temperatura ambiente.

- Solucion estandar de dicromato de potasio (K,Cr,07) 0.25 N: Disolver 12. 25 g de K,Cr,0y,

previamente secado a 103°C por 2 horas en 1000 mL de agua destilada.

- Solucién indicadora de ferroina: Disolver 1.485 g de 1, 10 fenantrolina monohidratada y 695
mg de FeSO4.7H,0 en 80 mL de agua destilada. Aforar a 100 mL. También puede utilizarse el

reactivo disponible comercialmente.

- Solucion de FAS (sulfato ferroso amoniacal) Disolver 39.2 g de Fe (NH,), (SO4),.6H,0 en 600
mL de agua destilada y agregar cuidadosamente 20 mL de H,SO, concentrado enfriar y aforar a
1000 mL con agua destilad. Esta solucion tienen una concentracion aproximada de 0.1N, su
concentracion exacta se conoce cuando se titula el blanco frio el cual se corre junto con las

muestras.
Procedimiento

Como medida de precauciéon se recomienda utilizar guantes y lentes de proteccion cuando se

adicionen los reactivos que contienen H,SO,,



1.- Lavar previamente los tubos y tapones a utilizar con H,SO, al 20% para evitar contaminacion
de las muestras. Para analisis subsecuentes lavar los tubos con agua de la llave y posteriormente

con agua destilada, secar perfectamente antes de adicionar los reactivos.

2.- En un tubo de 16 X 150 mm, colocar 5 mL de muestra o de su dilucién, adicionar 3 mL de
solucion de dicromato y con la punta de una espatula una pequefiisima porcion de sulfato

mercurico (catalizador).

En los blanco se adiciona agua destilada en lugar de la muestra. Si se desconoce totalmente la
DQO de la muestra se prueban diferentes diluciones de 1:100 y 5:100, la dilucion maés

recomendable serd aquella que no cambie la coloracion del dictromato.

3.- Adicionar cuidadosamente 7 mL del reactivo de acido sulfurico, permitiendo que resbale por
las paredes internas del tubo. Si es necesario, colocar el tubo en un bafio de agua fria para disipar el

calor de la reaccion.

4.- Cerrar herméticamente los tubos, invertir cada tubo varias veces para mezclar completamente y
verificar que no hay fuga. En caso de presentarse fuga preparar otro tubo con la muestra
correspondiente.

5.- Colocar los tubos en la estufa precalentada a 150 + 2° C, para permitir la digestién durante 2

horas.

6.- Preparar tubos adicionales que servirdn como blanco frio para conocer la concentracién exacta
de la solucién FAS. Este tubo se prepara simultdneamente a las muestras, pero se mantiene bien

tapado a temperatura ambiente.

7.- Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente retirar las tapas y verter su contenido en

matraces.
8.- Enjuagar el matraz con un volumen de agua destilada a la muestra y adicionar al matraz.

9.- Agregar dos gotas del indicador de ferroina y titular con la solucion FAS agitando

constantemente, hasta el vire del indicador de azul — verdoso a café rojizo.



3. Calculos

Para conocer el valor de DQO total y soluble de una muestra, siga el siguiente ejemplo del calculo.
FAS (mL) gastados en la titilacion:

Blanco caliente: 3mL

Blanco frio: 3 mL

FAS de la muestra: 2.3 mL

Volumen de la muestra: 5 mL

1.- La normalidad de la solucién FAS se calcula una vez titulado el blanco frio de la siguiente

manera:

Neas = (ML solucion K2Cr,07) (N K,Cr,07)

mL de FAS gastados para titular

Substituyendo:
Nras=3 mL(0.25)/ 3=0.25 N

2.- La DQO expresada en mg O-/L se calcula a partir de la siguiente formula:

mL de muestra
Substituyendo:

[ (3-2.3) (0.1) (8) (1000)/5] X 10 = 4320 mg O,/L



Donde:

mL de FAS muestra = Volumen de la solucion FAS empleando para titular la muestra
mL de FAS gc = Volumen de la solucion FAS empleado para titular el blanco caliente
N ras = Normalidad de la solucion FAS obtenida al titular el blanco frio

8 = Equivalentes de oxigeno

1000 = Factor para convertir de mL a litros.

4. Recomendaciones

- Homogenizar la muestra antes de tomar cada alicuota

- Procurar que al adicionar el H,SO,4 la perdida de material volatil sea minima, esto se logra

agregando muy despacio el acido.

- Si al agregar la muestra, el dicromato toma un color verde, descartar este tubo y disminuir el

tamafo de la muestra diluyéndola.

- El punto de equivalencia en la titulacion serd el primer vire de azul — verdoso a café —

rojizo, atin cuando el primer color vuelva a aparecer.



A-2) DETERMINACION DE DBO5

Introduccion

Este método mide el oxigeno molecular utilizado durante un periodo de incubacion
especificado, para la degradacion bioguimica de material organico y el oxigeno usado para
oxidar material inorganico. Esta prueba mide el oxigeno consumido durante el periodo de

incubacién de 5 dias.

Aparatos

a) Envases de incubacidn: usar envases de vidrio con 300 mL de capacidad con tapén
esmerilado y una boca acampanada. Lavar los envases con un detergente, enjuagar lo
suficiente con agua destilada y secar antes de usarse. Como precaucion para evitar la
entrada de aire dentro de la solucidn dentro del envase durante la incubacion use un sello de
agua. Se obtiene un sello conveniente si los envases son invertidos en un bafio de agua o
afadiendo agua a la boca acampanada de los envases especiales para DBO, colocar un
papel o un sello plastico en la boca del envase para reducir la evaporacion del sello de agua
durante la incubacion.

b) Incubadora de aire o bafio maria, controlado por un termostato a 20 + 1°C, evite la

entrada de luz para prevenir la produccion de O, por fotosintesis.

Reactivos

c) Solucidn buffer de fosfatos: disolver 8.5 g de KH,PO,, 21.75 g K,HPQO,, 33.4 g de
Na,HPOsy 1.7g de NH4Cl en aproximadamente 500 mL de agua destilada y
posteriormente diluir a 1L. EI pH debera estar en 7.2 sin ajustes. Por otro lado,
disuelva 42.5 g de KH,PO, 0 54.3g de K;HPO, en aproximadamente 700 mL de
agua destilada, ajuste el pH a 7.2 con NaOH al 30 % y afore a 1L.

d) Solucién de sulfato de manganeso, disolver 27.5g de MgSO,-7H,O en agua

destilada y diluya a 1L.

e) Solucidn de cloruro de calcio, disolver 27.5g de CaCl, en agua destilada y aforar a

1L.



f) Solucion de cloruro férrico, disolver 0.25g e FeCls-6H,0 en agua destilada y aforar
all.

g) Soluciones &cidas y alcalinas. 1) acida, lentamente y con agitacién agregue 28 mL
de acido sulfurico concentrado a un contenedor con agua destilada, posteriormente afore a
1L; 2) alcalina, disuelva 40g de hidroxido de sodio en agua destilada y afore a 1L.

h) Solucion de sulfito de sodio, disolver 1.575g de Na,SO3; en 1000 mL de agua
destilada. Esta es una solucion no estable por lo que se debe preparar diariamente.

i) Inhibidor de nitrificacion: 2-cloro-6-(triclorometil) piridina.

J) Solucion de glucosa — acido glutamico, seque la glucosa grado reactivo y el acido
glutdmico grado reactivo a 103°C por 1h, disuelva 150 mg de glucosa y 150 mg de &cido
glutamico en agua destilada y afore a 1L, ésta solucion debe prepararse en fresco antes de
usarse.

k) Solucion de cloruro de amonio, disuelva 1.15g de NH,4CI en aproximadamente 500
mL de agua destilada, ajuste el pH a 7.2 con la solucion de sosa y afore a 1L, ésta solucion

tiene un contenido de 0.3mg de N por mL.

Procedimiento

a) Preparacion del agua de dilucion. Coloque el volumen de agua deseado en un vaso
de precipitados y aflada 1 mL de cada una de las siguientes soluciones:
amortiguador de fosfatos, MgSO,, CaCl y FeCLs, aforar a 1L. Antes de usar el agua
de dilucion se debe atemperar a 20 + 3 °C, llevara a saturacion de oxigeno disuelto
por agitacion o por aireacion con un filtro de aire libre de materia organica. De
manera alterna, los envases se deben almacenar con un tapén de algodén para
asegurar que se mantenga la saturacion de O, ademas todo el material que se use
debe estar limpio.

b) Verificaciéon de la solucion acido glutamico-glucosa. Debido a que la prueba de
DBO es un bioensayo sus resultados pueden ser influenciados por la presencia de agentes
toxicos o por el uso de una fuente pobre de indculo, por lo que se debe verificar
periédicamente la calidad del agua de dilucion, la fuente de inéculo y las técnicas
analiticas, realizando medidas de DBO con la solucién de &cido glutamico-glucosa.



c) Inoculacion. 1) Fuente de indculo. Es necesario tener una poblacion de
microorganismos capaz de oxidar la materia organica biodegradable en la muestra. Una
fuente preferida de indculo es un efluente de un sistema de tratamiento bioldgico de aguas
residuales, también se puede desarrollar un indculo adaptado en el laboratorio aireando una
muestra de aguas residuales a la que se le va afadiendo diariamente una muestra del agua
residual a analizar. 2) Control del inoculo. Determine el valor de DBO del material de
indculo, asi como de cualquier otra muestra, este es el valor del control de in6culo. Del
valor de control del indculo y del valor conocido del material de dilucion del indculo,
determine la toma de OD del indculo.

d) Determinacion del OD inicial. Si la muestra contiene material que reacciona
rapidamente con el OD, determinar el OD inmediatamente después de llenar los frascos. Si
la toma de OD inicial es insignificante, el periodo de tiempo para la medicion del OD, a
partir de la preparacion de la muestra, no debe exceder de 30 minutos.

e) Blanco del agua de dilucién. Usar un blanco del agua de dilucion para verificar su
calidad sin la adicion de indculo, asi como para verificar la limpieza de los frascos.
Determinar el OD inicial y final, la diferencia no debe exceder de 0.2mgL™.

f) Incubacion. Incubar los frascos a 20°C, en oscuridad.

g) Determinacion del OD final. Después de 5 dias de incubacion determinar el OD en

todas las muestras.

Calculos

Para cada frasco de prueba es preferible medir una disminucién de 2.0 mgL™ de OD y una
cantidad residual de 1.0 mgL™ de OD. La cantidad de DBOs se calcula de la siguiente

manera.

DBO5 (mg / L) _ (Dl — D2 )F_)(Bl — Bz)

Donde D; = OD de la muestra diluida inmediatamente después de la preparacion; D, = OD
de la muestra después de los 5 dias de incubacién; P = fraccion decimal del volumen de la

muestra usado; B; = OD del control de indculo antes de la incubacion; B, = OD del control

del indculo después del periodo de incubacion.



Con el uso de los biofiltros se pretende que los microorganismos se encuentren mejor
adaptados al estar adheridos a una biopelicula y con velocidades de biodegradacion

mayores a las encontradas en los reactores por lote.

A-3) ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA CON SEMILLAS DE LECHUGA
Principio

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa L) es una prueba estatica
de toxicidad aguda (120 h de exposicion) en la que se pueden evaluar los efectos fitotoxicos
de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de germinacion de las semillas
y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de crecimiento. Como puntos
finales para la evaluacion de los efectos fitotoxicos, se determina la inhibicion en la
germinacién y la inhibicion en la elongacion de la radicula y del hipocotilo. Es importante
destacar que durante el periodo de germinacion y los primeros dias de desarrollo de la
plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una sustancia
toxica puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la planta, siendo
por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos adversos (figura 1).
Por otra parte, muchas de las reacciones y procesos involucrados son generales para la gran
mayoria de las semillas, por lo que la respuesta de esta especie y los datos obtenidos a partir
de la aplicacion de esta prueba son en gran medida representativos de los efectos en
semillas o plantulas en general. El éxito o aptitud de una plantula para establecerse en un
ambiente determinado es relevante para garantizar la supervivencia de la especie. La
evaluacion del desarrollo de la radicula y del hipocotilo constituye indicadores
representativos para determinar la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta.




Figura 1. Morfologia de la semilla y la plantula de lechuga.

A diferencia de la prueba tradicional de germinacion de semillas, la evaluacion del efecto
en la elongacion de la radicula y del hipocotilo de las plantulas permite ponderar el efecto
toxico de compuestos solubles presentes en niveles de concentracion tan bajos que no son
suficientes para inhibir la germinacién, pero que sin embargo pueden retardar o inhibir
completamente los procesos de elongacion de la radicula o del hipocotilo, dependiendo ello
del modo vy sitio de accion del compuesto. De esta manera, la inhibicion en la elongacion de
la radicula e hipocotilo constituyen indicadores subletales muy sensibles para la evaluacion
de efectos bioldgicos en vegetales, aportando informacién complementaria a la
proporcionada al estudiar el efecto en la germinacion. Este ensayo puede ser aplicado para
la evaluacion de la toxicidad de compuestos puros solubles, de aguas superficiales (lagos,
rios), aguas subterraneas, aguas para consumo humano, aguas residuales domésticas e
industriales, ademéas de lixiviados de suelos, sedimentos, lodos u otras matrices solidas
(Bowers et al., 1997; Cheung et al., 1989; Dutka, 1989). A diferencia de otras pruebas en
las que se consideran algas o plantas acuaticas sumergidas como organismo diagnostico, el
bioensayo con semillas permite evaluar la fitotoxicidad de muestras coloreadas o con
elevada turbiedad de manera directa y sin necesidad de filtracion previa, reduciéndose asi
las interferencias debidas al pretratamiento, ademas de simplificar el procedimiento de
prueba.

Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos, la informacién
generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos acerca del posible efecto de
los contaminantes en las comunidades vegetales cercanas a las margenes de cuerpos de
agua contaminados, siendo también una especie interesante de considerar por su
importancia desde el punto de vista horticola. Por otra parte, es de facil y rapida
germinacion, por lo que es posible desarrollar la prueba en pocos dias.

Este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y aplicado por diferentes organismos de
proteccion ambiental para la evaluacion ecotoxicologica de muestras ambientales y
compuestos puros, ademas de la evaluacion del efecto fitotdxico de pesticidas sobre
especies no blanco necesarios para el registro de pesticidas (OECD, 1984; Wang, W. 1987;
US EPA, 1989; Boutin et al., 1993).

En la incorporacion de esta prueba en una bateria de bioensayos es importante considerar el
compromiso entre la sensibilidad de la especie L. sativa, el reducido tiempo de exposicién
de la prueba con semillas, los bajos costos asociados y que no requiere equipamiento
sofisticado, en particular en la aplicacion a muestras ambientales o en el monitoreo de
procesos de detoxificacion, saneamiento, control de efluentes o retso de biosolidos.

Reactivos y materiales
» Material biologico: semillas de lechuga (Lactuca sativa L var. mantecosa).

e Agua dura reconstituida (APHA, 1992). Para su preparacién se recomienda utilizar
reactivos Grado ACS y agua destilada en vidrio o Millipore Supera Q.



» Capsulas de Petri de 100 mm de didmetro.

* Papel de filtro Whatman ndm. 3 (o equivalente), 90 mm de didmetro. El papel de filtro
que se seleccione como sustrato de germinacion debe tener las siguientes caracteristicas:

— Trama amplia y porosa que asegure una buena capacidad de retencion de liquido.

— Resistencia de la fibra del papel para que las radiculas crezcan por su superficie sin
atravesarlo, situacion que dificultaria la remocion de las plantulas sin dafiarlas.

— Ausencia de residuos toxicos (ej. blanqueadores).

— Que no promueva el desarrollo de hongos (no asociados a las semillas).

» Matraces aforados de 50 mL.

* Pipetas volumétricas de 1, 2, 5y 10 mL.

* Regla u otro elemento de medicidn.

* Pinzas.

* Toallas de papel.

* Bolsas plasticas.

» Camara oscura termostatizada (22+ 2 °C).

Obtencidn, control y conservacion de las semillas

La obtencién de semillas de lechuga (L. sativa L var. mantecosa) se realiza en semillerias
locales, procurando que sean semillas sin curar (sin fungicidas o plaguicidas), con buen
poder germinativo y baja variabilidad en la elongacion de la radicula e hipocotilo. Los
criterios de control del material bioldgico y del desarrollo de la prueba se describen en el
capitulo 6 "Aseguramiento y control de calidad de bioensayos".

Las semillas seleccionadas se almacenan fraccionadas a 4 °C, en oscuridad y en ambiente
seco. Conservadas en estas condiciones mantienen su vigor al menos durante dos afios. Un
indicador de la reduccion de la vitalidad y envejecimiento de las semillas es la reduccion en
el poder germinativo y el aumento en la variabilidad de las medidas de elongacion de
radicula e hipocotilo en el control negativo (ver también capitulo 6 "Aseguramiento y
control de calidad de bioensayos™). En este caso se recomienda realizar las pruebas de

toxicidad utilizando un nuevo lote de semillas.

Procedimiento para el desarrollo de la prueba



Preparacion de las diluciones

Para realizar una curva dosis-respuesta se recomienda preparar un minimo de cinco o seis
diluciones de la muestra 0 compuesto a estudiar, de manera que se obtengan valores de
toxicidad intermedios entre el 100 y 0%. Para las muestras ambientales se recomienda el
uso de un factor de dilucion de 0,3 o 0,5 para la preparacion de la serie de diferentes
concentraciones. El uso de un factor de 0,3 permite evaluar la toxicidad considerando el
intervalo entre el 100 y 1% de la muestra realizando cinco diluciones (100, 30, 10, 3y 1%).
Al aplicar un factor de dilucion de 0,5, es necesario utilizar mayor nimero de diluciones
para abarcar el mismo intervalo de concentraciones (100, 50, 25, 12, 6, 3 y 1,5%), pero se
obtiene mayor precision en los resultados. Para la preparacion de cada dilucion se utiliza
agua dura reconstituida (es posible el uso de agua mineral dura para consumo humano),
realizando el control negativo con el agua de dilucién empleada.

Para el caso de las muestras cuya toxicidad es desconocida, previo a la realizacion de la
prueba definitiva, se sugiere hacer una prueba presuntiva (ensayo preliminar) utilizando
diluciones logaritmicas (100; 10; 1; 0,1; 0,01) que permitan establecer el intervalo de
concentracion conveniente para obtener valores de efecto entre 100 y 0% necesarios para
calcular la CI50.

Con el fin de controlar la sensibilidad de las semillas, simultdneamente a la evaluacion de la
toxicidad de una muestra debe realizarse un control positivo, utilizando, por ejemplo, una
sal de Zn (Il) como toxico de referencia. La concentracion de prueba de este control es la
correspondiente a la C150 para el lote de semillas en uso (ver capitulo 6 "Aseguramiento y
control de calidad de bioensayos™).

Protocolo de ensayo

En la figura 4.4.2 y tabla 4.4.1 se resume el procedimiento del ensayo de toxicidad aguda
con semillas:

* Colocar en cada capsula de Petri un disco de papel de filtro.

» Marcar correctamente cada caja con la dilucién correspondiente, asi como la fecha y hora
de inicio y término del bioensayo.

« Saturar el papel de filtro con 4 0 5 mL de la dilucion evitando que se formen bolsas de
aire.
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Figura 2. Esquema general del procedimiento de prueba de toxicidad con semillas.

Resumen de las condiciones recomendadas para las pruebas de toxicidad
con Lactuca sativa L.

1 Tipo de ensayo Eslatico

2 Temperatura 22+ 2 °C

3 Calidad de luz Oscuridad

4 Volumen de solucion de prueba 4 mL

5 Agua de dilucion Agua dura reconstituida

6 Nuumero de semillas por réplica Veinte



7 NuUumero de rélicas Tres

8 Duracion de la prueba 120 h

9 Efecto medido Inhibicion en elongacion de
la radicula e hipocotilo.
Inhibicion en la germinacion

10 Resultado final CE50 o CI50 0% inhibicion

11 Aceptabilidad de los resultados Germinacion > 90%
Control positivo y negativo
de acuerdo con los valores:
admitidos en las cartas
control

12 Control positivo Zn (1)

» Con la ayuda de una pinza, colocar cuidadosamente veinte semillas, dejando espacio
suficiente entre ellas para permitir la elongacion de las raices.

 Tapar las cépsulas y colocarlas en bolsas plasticas para evitar la pérdida de humedad.
Dado que algunas variedades de semillas de lechuga requieren oscuridad para que se
produzca la germinacion (semillas fotoblasticas negativas), las cajas de Petri deben cubrirse
de la luz inmediatamente después de colocarlas en las capsulas y durante el periodo de
ensayo. Incubar durante 120 h (cinco dias) a una temperatura de 22+ 2 °C. Realizar
repeticiones para cada dilucion ensayada.

Medida de los puntos finales de evaluacion de la fitotoxicidad

Cada punto final se evalta comparando el efecto generado en los organismos expuestos a la
muestra con respecto a la respuesta en los organismos del control negativo sujetos a las
mismas condiciones de ensayo, excepto por la ausencia de muestra.

Terminado el periodo de exposicion (120 h), se procede a cuantificar el efecto en la
germinacion y en la elongacién de la radicula y del hipocotilo.

Efecto en la germinacion

Registrar el nimero de semillas que germinaron normalmente, considerando como criterio
de germinacidn la aparicion visible de la radicula.

Efecto en la elongacién de la radicula e hipocotilo

Utilizando una regla o papel milimetrado, medir cuidadosamente la longitud de la radicula
y del hipocotilo de cada una de las plantulas correspondientes a cada concentracion de
toxico o dilucion de muestra y a los controles. La medida de elongacion de la radicula se
considera desde el nudo (regidbn mas engrosada de transicién entre la radicula y el
hipocotilo) hasta el apice radicular. La medida de elongacién del hipocotilo se considera
desde el nudo hasta el sitio de insercion de los dos cotiledones (figura 3). La figura 4
muestra los distintos estadios de la semilla durante la prueba de germinacién y elongacion.
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Figura 3. Esquema de pléantula de L. sativa al finalizar el periodo de exposicion.
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Figura 4. Estadios por los que atraviesa la semilla durante el ensayo de germinacion y elongacion.

Antes de retirar las plantulas de las capsulas de Petri para evaluar el efecto en los puntos
finales anteriormente mencionados, es importante realizar una observacion detallada del
estado general de las mismas y del crecimiento de la radicula sobre el papel de filtro.
Informar cualquier indicador de fitotoxicidad o de crecimiento anormal en las plantulas
tratadas y en los controles (apices radiculares con necrosis, pelos absorbentes poco
desarrollados, radiculas con crecimiento ensortijado, necrosis en los cotiledones, etcétera).
La necrosis (presencia de tejido muerto) se evidencia como manchas localizadas de
coloracion parda, blanca o marron. Al evaluar el efecto en la germinacion, consignar
ademas aquellas semillas con germinacién anormal (emergencia de cotiledones o
cotiledones e hipocotilo solamente, pero sin emergencia de la radicula) o con desarrollo de
hongos.

Un procedimiento factible de realizar para facilitar la medicién de la radicula e hipocaotilo,
es proceder a congelar las capsulas de Petri correspondientes a todos los tratamientos y
descongelarlas a medida que se van midiendo (no conservar el material luego de ser
descongelado). De esta manera, las plantulas descongeladas adquieren una consistencia
blanda, favoreciendo la medicién. Si se procede a evaluar el efecto sobre las plantas
descongeladas es importante proceder de igual manera con todas las réplicas de la prueba.
Este procedimiento reduce la variabilidad en las medidas, principalmente cuando el
crecimiento de las radiculas es ensortijado o no es parejo. Por otro lado, antes de congelar



el material se debe realizar previamente la observacion general de efectos fitotoxicos en las
plantas vivas al finalizar el periodo de exposicion.

Control de calidad de la prueba

El ensayo deberé repetirse en caso de que los controles presenten:
En el control negativo:

» Porcentaje de germinacion inferior al 90%.

« Alta variabilidad en la elongacion de la radicula (CV>30%).

En el control positivo:

* Porcentaje de germinacion inferior al 90%.

* Variacion de la sensibilidad de las semillas fuera de lo permitido por las cartas control
(ver capitulo 6 "Aseguramiento y control de calidad de bioensayos").

Posibles interferencias en el proceso normal de germinacion o desarrollo de las plantulas en
los controles

» Toxicidad del sustrato: cuando se reemplaza el papel utilizado por otras marcas mas
econdmicas o se utiliza papel de filtro cualitativo en planchas, hay que tener en cuenta los
posibles efectos tdxicos del papel. Si se han tenido buenos resultados con una marca o
calidad determinada de papel, es conveniente no variar el sustrato de ensayo.

* Suciedad de las cépsulas: si no es posible utilizar material descartable, es importante
asegurar un enjuague minucioso del material para evitar la presencia de residuos de
detergente u otra solucion de limpieza.

» Exceso de agua o de muestra utilizada para embeber el papel; esto determina una baja
disponibilidad de oxigeno necesario para el normal desarrollo del proceso de germinacion.
El papel de filtro utilizado como sustrato de germinacion de las semillas debe estar bien
mojado, con sobrante de liquido para evitar la desecacion, pero en ningun caso las semillas
deben quedar sumergidas.

« Déficit hidrico durante el periodo de exposicidn: se recomienda envolver las capsulas con
una bolsa pléastica para evitar que el papel de filtro de las mismas pierda agua durante el
ensayo. Si se esta experimentando con compuestos volatiles, no deben colocarse en una
misma bolsa capsulas que correspondan a diferentes concentraciones de ensayo. También
se puede colocar dentro de la cAmara de cultivo un recipiente con agua para generar un
ambiente himedo, reduciendo asi la evaporacion. Hay que tener en cuenta que la pérdida de
humedad de las capsulas genera una concentracion del téxico cuya toxicidad estamos
evaluando y, por lo tanto, las conclusiones a las que arribaremos seran erroneas.



* Exposicion a la luz durante el proceso de imbibicion: inmediatamente después de colocar
las semillas sobre el papel de filtro, se recomienda tapar y envolver las capsulas de Petri
cubriéndolas de la luz (para el caso de semillas fotoblasticas negativas).

« Temperatura de ensayo: las semillas de L. sativa expuestas a una temperatura superior
(apenas unos grados) a la 6ptima para la germinacion, no germinaran aunque se les coloque
posteriormente a temperaturas inferiores (termodormancia o dormancia inducida por la
temperatura).

Expresion de los resultados
Se realizan los siguientes célculos:

» Promedio y desviacion estandar de la elongacién de la radicula y del hipocotilo de las
plantulas de cada repeticion.

* Porcentaje de inhibicion del crecimiento de la radicula y del hipocotilo, con el promedio
de elongacion para cada dilucién respecto del promedio de elongacion del control negativo.

* Porcentaje de inhibicion en la germinacion.

Elaborar la grafica dosis-respuesta colocando en la ordenada el porcentaje de inhibicion y
en la abscisa, la concentracion. Mediante un método grafico o el uso de programas
estadisticos, calcular la concentracion que produce el 50% de inhibicién (CI50/CE50) para
cada punto final evaluado. Para el caso de muestras en donde la inhibicion es inferior al
50%, o para determinar el valor correspondiente al NOEC o LOEC, se realiza el andlisis de
comparacion de medias (t Student, Dunnett) para verificar la significancia estadistica en el
porcentaje de efecto (ver capitulo 5 "Métodos estadisticos para el anélisis de resultados de
toxicidad").

Interpretacion de los resultados

Los efectos cuantificados sobre la elongacion de la radicula o del hipocotilo son efectos
subletales. La inhibicion en la germinacion podria considerarse como un efecto letal,
siempre y cuando podamos corroborar que finalizada la exposicion a una muestra las
semillas no germinaron por muerte del embridn, y que no existe simplemente un retraso en
el proceso de germinacion, manteniéndose la viabilidad de la semilla. Al evaluar la
fitotoxicidad de muestras ambientales complejas 0 con compuestos volatiles, en algunos
casos se ha observado que al finalizar el periodo de exposicion, la inhibicion en la
germinacion es elevada, pero si se extiende el periodo de ensayo, sin renovar la exposicion
a la muestra, las semillas comienzan a germinar. La vitalidad de las semillas que no han
germinado es posible verificarla mediante la prueba de tetrazolium para viabilidad (Ellis et
al., 1985), pudiendo de esta manera asignarle con certeza a la inhibicién de la germinacion,
el valor e importancia de un efecto letal. No obstante esto, la inhibicion en la germinacion
registrada al finalizar la prueba, se considera fitotoxicidad, aunque el efecto en la
germinacion sea reversible.



Otro aspecto a considerar es el mayor desarrollo en la elongacién de la radicula o el
hipocotilo en algunas muestras con respecto al control. La exaltacién en un punto final u
hormesis no debe ser interpretada como un efecto favorable o estimulante. Si bien es
posible que muchos compuestos (ej.: Cu, Zn) a bajas concentraciones produzcan exaltacion
por ser micronutrientes vegetales, esta respuesta debe ser evaluada de manera conjunta con
los efectos registrados en otras pruebas. En la aplicacién de la prueba con semillas a
muestras ambientales, conjuntamente con otros organismos como parte de una bateria, se
ha detectado en diferentes ocasiones que la exaltacion en la respuesta en el hipocotilo y/o
radicula se corresponde con toxicidad frente a otros ensayos de la bateria.
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